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LA PRESENTE PATENTE DE INVENCION SE REFIERE A CONSTRUCCIONES 
GENETICAS. METODOS DE CLONADO DEL GEN CODIFICANTE PARA 
ERTTROPOYETINA HUMANA RECOMBINANTE. SELECCION DE LINEAS 
CELULARES PRODUCTORAS Y CULTIVO DE CELULAS PARA LA 
PRODUCCION MASIVA DE ERITROPOYETINA HUMANA RECOMBINANTE 

La invencion se reflere a un gen que codifica para eritropoyetina humana (EPO) y a 
su clonado en plasmidos apropiados para la transfeccion de celulas de mamifero, y a la 
seleccion de lineas productoras y su cultivo, consiguiendose con los elementos y procesos aqui 
descriptos producir cantidades inesperadamente altas de EPO. 

El ADN genomico que lleva a la produccion de EPO ha sido en esta invencion 
reducido a su minima expresion. incluyendo unicamente secuencias codificantes y los intrones 
abarcados por estas mas unas pocas bases a 3' del codon de "stop", y excluyendo cualquier 
secuencia homologa, regulatoria o no, a 5' del ATG inicial. Las secuencias que aqui se 
excluyen son consideradas en algunos antecedentes como muy importantes para obtener mejor 
productividad de la proteina. 

Los vectores utilizados, en contraste con los descriptos hasta el momento para la 
produccion masiva de EPO ? tienen elementos geneticos de control de la expresion sumamente 
simples y que permiten ademas una doble seleccion de las celulas recombinantes: con 
antibioticos y con metotrexato. 

Estas construcciones geneticas tan elementales llevan inesperadamente a la produccion 
por parte de las celulas transfectadas con ellas, y tratadas segiin el metodo descripto en esta 
patente, a cantidades asombrosamente altas de EPO por mL de medio de cultivo por dia, 
varias veces superiores a los descriptos en patentes y publicaciones anteriores. 



Las construcciones geneticas descriptas hasta el presente para produccion de EPO utilizan 
invariablemente elementos homologos ubicados a 5' del primer codon ATG traducido, en 
muchos casos explicando que esta presencia de multiples elementos de control favorece 
notablemente la expresion. 

El ADN genomico utilizado en la presente patente de invencion para producir EPO fue aislado 
en modo de prescindir de cualquier elemento genetico homologo ubicado a 5' del primer 
codon ATG traducido, para permitir que los elementos geneticos de control de la expresion 
que se encuentran en los plasmidos utilizados funcionen en modo similar a como lo hacen 
naturalmente, es decir actuando directamente sobre un gen codificante, sin secuencias extranas 
intervinientes entre este gen y las propias secuencias de control. 

Se consigue entonces que la combinacion de elementos de control y el gen codificante para 
EPO objeto de esta patente funcione con alta eficiencia, logrando altas expresiones, 
comparables e incluso superiores a las reportadas usando construcciones geneticas mucho mas 
complejas y dificiles de manejar. 

Adicionalmente, la cotransfeccion con los dos vectores descriptos en la presente patente, que 
confieren resistencias diferentes, facilita la seleccion, amplificacion genetica y mantenimiento 
de las celulas productoras cotransfectadas. 

EJEMPLOl 

Para obtener las construcciones geneticas se procedio como sigue: 



A. Preparation de ADN genomico humano 

Se extrajeron 10 ml de sangre en 10 mM EDTA pH 8 de un individuo adulto de sexo 
masculino y clinicamente sano. Se transfirio en alicuotas de 5 ml a dos tubos de 50 ml 
y se agregaron, en cada uno, 45 ml de una solucion de 0,3 M sacarosa, 1 0 mM Tris- 
HC1 pH 7,5, 5 mM MgCl 2 y 1 % Triton X 100, mantenida a 4°C. 

Se dejo reposar en hielo por 10 minutos y se centrifugo 10 minutos a 1000 g y 4 °C, 
se descarto el sobrenadante y el pellet se lavo varias veces con una solucion 0,075 M 
NaCl y 0,025 M EDTA pH 8, centrifugando cada vez 10 minutos a 1000 g y 4 °C. 

Se resuspendio en 3 ml de una solucion 10 mM Tris-HCl pH 8, 400 mM NaCl, 2 mM 
EDTA pH 8; se agregaron entonces 200 (il de 10 % SDS (dodecilsulfato de sodio) y 
500 \x\ de proteinasa K (1 mg/ml en 1% SDS y 2 mM EDTA pH 8), y se incubo 
durante una noche a 37 °C. 

Luego de esta incubacion, se agrego 1 ml de solucion saturada de NaCl y luego de 
agitar se centrifugo a 2500 g por 15 minutos. 

Se transfirio el sobrenadante a un tubo de 1 5 ml donde se duplico el volumen mediante 
el agregado de isopropanoL Se mezclo suavemente por inversion del tubo y se dejo a 
temperatura ambiente hasta que se formo un precipitado de ADN que fue "pescado" 
con una pipeta Pasteur de vidrio doblada. 



Se coloco el ADN en un tubo de 2 mL y se agrego 1 mL de etanol 70 %, se dejo 



durante un minuto, y luego se descarto el sobrenadante, se dejo secar el p 
para disolverlo luego en 500 ul de TE (10 mM Tris-HCl pH 8 - 1 mM EDTA). 



Se calculo la concentracion de la solution de ADN midiendo a 260 nm la absorbancia 
de una dilution 1:1000 de esta solution; por cada unidad de densidad optica se 
considero tener 50 ug de ADN genomico. Conocida la concentracion se preparo una 
solucion con 500 ng de ADN genomico/ul en TE. 

B. Preparation del gen codificante para EPO, apropiado para su expresion 

Se preparo el gen de la EPO a partir de 500 ng del ADN genomico humano obtenido 
en A, con 400 ng de cada uno de los primers EPO 1 y EPO 2; en una solucion acuosa 
2,5 mM en cada deoxinucleotido (dATP, dCTP, dGTP y dTTP), con 2,5 unidades de 
Taq ADN polimerasa (Perkin-Elmer) en un volumen final de 100 ul, utilizando el 
buffer recomendado por el fabricante.Se utilizo un equipo Thermal Cycler 480 de 
Perkin Elmer - Cetus que se programo para 30 ciclos de: 1 minuto a 93 °C, 1 minuto 
a 55 °C y 3 minutos a 72 °C. De la reaction se obtuvo un fragmento de 
aproximadamente 2170 bases conteniendo el gen de EPO. 

La secuencia de los oligonucleotides empleados fue : 

EPO 1 : 5' GAATTCTCGAGATGGGGGTGCACGGTGAG 3' que 
corresponde a las primeras bases que son traducidas del gen de la EPO con el 
agregado en su extremo 5' de un sitio de reconocimiento para la enzima Xho 
I y uno para Eco RI, que son utilizados en los clonados posteriores. 



EPO 2 : 5' AAGCTTGGACACACCTGGTC'ATCTG 3', que es 
complementario a las ultimas bases traducidas y a algunas de la parte 3' no 
codificante del gen de la EPO,- tiene agregado en su extremo 3' un sitio de 
reconocimiento para la enzima Hind III para ser usado en clonados posteriores. 

La secuencia obtenida es la siguiente: 

oaa«c/c^at£ggggtgcacggtgagtactcgcgggctgggcgctcccgccgcccgggtccctgtttgagcggg 

gatttagcgccccggctattggccaggaggtggctgggttcaaggaccggcgacttgtcaaggaccccggaagggggagg 

ggggtggggcagcctccacgtgccagcggggacttgggggagtccttggggatggcaaaaacctgacctgtgaaggggac 

acagtttgggggttgaggggaagaaggtttgggggttctgctgtgccagtggagaggaagctgataagctgataacctgggcgct 

ggagccaccacttatctgccagaggggaagcctctgtcacaccaggattgaagtttggccggagaagtggatgctggtagctggg 

ggtggggtgtgcacacggcagcaggattgaatgaaggccagggaggcagcacctgagtgcttgcatggttggggacaggaag 

gacgagctggggcagagacgtggggatgaaggaagctgtccttccacagccacccttctccctccccgcctgactctcagcctgg 

ctatctgttctagaatgtcctgcctggctgtggcttctcctgtccctgctgtcgctccctctgggcctcccagtcctgggcgccccacc 

acgcctcatctgtgacagccgagtcctggagaggtacctcttggaggccaaggaggccgagaatatcacggtgagaccccttccc 

cagcacattccacagaactcacgctcagggcttcagggaactcctcccagatccaggaacctggcacttggtttggggtggagttg 

ggaagctagacactgcccccctacataagaataagtctggtggccccaaaccatacctggaaactaggcaaggagcaaagccag 

cagatcctacggcctgtgggccagggccagagccttcagggacccttgactccccgggctgtgtgcatttcagacgggctgtgct 

gaacactgcagcttgaatgagaatatcactgtcccagacaccaaagttaatttctatgcctggaagaggatggaggtgagttccttttt 

mttttmccmcimggagaatctcatttgcgagcctgattttggatgaaagggagaatgatcgggggaaaggtaaaatggagcag 

cagagatgaggctgcctgggcgcagaggctcacgtctataatcccaggctgagatggccgagatgggagaattgcttgagccct 

ggagtttcagaccaacctaggcagcatagtgagatcccccatctetacaaacatttaaaaaaattagtcaggtgaagtggtgcatgg 

tggtagtcccagatatttggaaggctgaggcgggaggatcgcttgagcccaggaatttgaggctgcagtgagctgtgatcacacc 

actgcactccagcctcagtgacagagtgaggccctgtctcaaaaaagaaaagaaaaaagaaaaataatgagggctgtatggaata 




-^ggggc^ 

isiiii^ 

ggagcccctgcagctgcatg^^ 

agtaggagcggacacttctgcttgc^^ 

cctttctgtggcactgcagcgacctcctgtmctc^ 

ggcctgcaggacaggggacagatgaccaggtgtgtccaflgcrt 




El primer codon traducido atg, asi como 
Las secuencias de sitios de restriction 



el codon de "stop" tga estan subrayados. 



C. Clonado y secuenciacion 

El fragmento de aproximadamente 2170 bases correspondent al gen de la EPO, fue 
purificado, hechos sus exttemos romos por «ra.amie„,o con el fragmento de Klenow de la 
ADN polimerasa y clonado en el sitio Sma I de un vector M13mpl8 siguiendo tecnicas 
estandar aplicadas en biologia molecular. Los plasmidos recombinan.es obtenidos se cortaron 
con las enzimas Xho I e Hind III, se comprob6 la presencia del inserto por electroforesis del 
producto de los cortes de restriccion en un gel 0,8 % de agarosa revelado por tincion con 
bromuro de etidio. Se eligio un clon positivo (dos bandas, una de alrededor de 2200 pares de 
bases y otra correspondiente al vector linearizado) y secuencio siguiendo la tecnica de Sanger 
en forma manual uulizando «T7 sequencing kit" (Phairnacia) y con el uso de un secuenciador 
automatic, 370 A de Applied Biosystems International, siguiendo para cada sistema de 
secuenciacion los protocolos recomendados por los fabricantes. 



D. Vectores pVex 1 y pDHFR 



Vector pVex 1 

Se construyo siguiendo las tecnicas usuales de biologia molecular. Consiste en: 

a) fragmentos del vector bacteriano pBR322, que aportan un origen de replicacion bacteriana 
y resistencia a ampicilina, para amplificacion y seleccion del vector en E. coli. 

b) inmediatamente a 3 ' de a) sigue el promotor temprano de virus SV40, permite conseguir 
expresion de los genes clonados a 5' de este elemento. 

c) inmediatamente a 3 ' de b) siguen sitios de clonado Xho I e Hind III, para insertar los genes 
a expresar. 

d) inmediatamente a 3 ' de c) sigue la senal de poliadenilacion de virus SV40, para obtener la 
correcta poliadenilacion de los transcriptos especificos del gen clonado en c). 

e) inmediatamente a 3' de d) siguen el promotor TK y el gen codificante de neomicina 
fosfotransferasa mas senal de poliadenilacion, para permitir seleccionar las celulas 
establemente transfectadas mediante seleccion por resistencia a la neomicina y antibioticos 
derivados de esta como la geneticina. El extremo 3' de e) esta ligado al extremo 5' de a). 

Vector p DHFR 

El vector pDHFR confiere resistencia a ampicilina para su seleccion en bacterias e incluye el 
ADN ebpia codificante para dehidrofolatoreiductasa (DHFR) de ratdn, cuya expresion esta 
controlada por el promotor temprano de virus SV40 y su senal de poliadenilacion. 
La coexpresion de DHFR y el gen codificante para EPO permite, mediante la seleccion con 
agregado de metotrexate (MTX) en el medio de cultivo, amplificar un cierto numero de veces 



la expresion de EPO lograda con el vector pVex 1-EPO 

E. Clonado del gen codificante para EPO en vector de expresion 

El gen secuenciado fiie extnudo escindiendolo con las enzimas Xho I - Hind III del vector en 
el que se lo clono en C. Fue entonces aislado y clonado en los mismos sitios de restriction del 
vector pVex I. Se aislo un clon positivo pVex-EPO. 

Todas estas operaciones se llevaron a cabo siguiendo las tecnicas tradicionales de ingenieria 
genetica. 

F. Cotransfeccion y amplificacion con MTX 

Se utilizo una Hnea celular CHO {Chinese Hamster Ovary*), de ovario de hamster, mutada para 
ser deficiente en el gen de la enzima DHFR (CHO-DHFRT), en modo de facilitar la 
amplificacion genetica con MTX. 

Durante todo el proceso las celulas se crecieron a 37 °C en una atmosfera con 5 % de C0 2 . 

Se cotransfectaron celulas CHO, para ello se siguio la tecnica del fosfato de calcio que, para 
una caja de Petri de 90 mm de diametro, consiste en : 

- Cambiar el medio de cultivo, que es alfa-MEM adicionado con 10 % de suero fetal 
bovino, por medio fresco 4-8 horas antes de la transfeccion. 

- Agregar a un tubo de 5 ml 5 500 ^1 de una solucion 1 0 gr/1 HEPES de pH 7, 1 ; 1 6 gr/1 




NaCl y 1 0 |xl de una solucion 35 mM de Na 2 HP0 4 y 35 mM de NaH 2 PCy 

- Preparar en otro tubo de 1,5 ml una solucion con 60 ul de 2 M CaCl, y 10 ug de cada 
ADN a transfectar (pVex-EPO y pDHFR), llevando a 500 ul con H,0. El plasmido 
pDHFR que se describe en el ejemplo 2 esta basado en pBR 322, confiere resistencia 
a ampicilina, puede replicarse en E. coli. tiene clonado el gen de DHFR entre el 
promotor temprano y el terminador de SV40, y permite la expresion de la proteina 
DHFR en las celulas CHO. Esta proteina confiere resistencia a Metotrexato, el que 
puede ser usado entonces para seleccionar celulas que poseen alta productividad de 
Eritropoyetina. 

- Agregar al tubo con Hepes la solucion de ADN y CaCl 2 gota a gota mientras se 
burbujea aire para conseguir un mezclado veloz y que las concentraciones locales sean 
lo mas pequefias posibles, lo que posibilita la formacion de un precipitado muy fino 
que es incorporado mas eficientemente por las celulas. 

- Dejar reposar 30 minutos y luego verter sobre las celulas. 

- Distribuir bien, agitando suavemente, y dejar toda la noche en incubador a 37°C en 
atmosfera de C0 2 5%. 

- Lavar 2 veces con PBS (8 gr NaCl, 0,2 gr KC1, 1 ,44 gr Na 2 HP0 4 , 0,24 gr NaH 2 P0 4 , 
llevado a 1 litro con H 2 0 y a pH 7,4 con HG1 y agregar medio de cultivo fresco. 



Veinticuatro horas despues de la transfeccion se comenzo a seleccionar con geneticina 



(G 418) en una concentration final de 600 |ig/ml. Las celulas que incorporaron 
establemente el plasmido pVex-EPO fueron capaces de resistir el antibiotico mientras 
todas las demas habian muerto al cabo de 25 dias. Se separaron colonias resistentes y 
se ensayo su productividad. 

Una vez aislados los clones se eligieron los tres de mejor productividad. 

Aprovechando las construcciones geneticas utilizadas en la invention se hizo con cada 
uno de los tres clones una selection con un segundo agente selectivo: MTX a 
diferentes concentrations : 10* 8 M } 1Q 7 M, 10 6 M, 10 5 M. Para ello se cambio el 
medio de cultivo a alfa-MEM sin nucleosidos, suplementado con 1 0 % de suero fetal 
bovino dializado. Es un factor critico que la dialisis se lleve a cabo segun el siguiente 
esquema: para 1 00 ml de suero se coloca el suero en una bolsa de dialisis de porosidad 
menor a 3000 Da (una porosidad mayor haria perder factores de crecimiento con lo 
cual las celulas no podrian crecer y reproducirse), se cierra la bolsa hermeticamente 
y se siimerge completamente en un recipiente con 5 litros de agua bidestilada, se deja 
a 4 °C durante 12 horas; a las 12 horas se descarta el agua y se agregan otros 5 litros; 
se deja otras 12 horas a -4 °C y luego se saca la bolsa de dialisis y se recupera el suero. 
Dializar durante periodos mas cortos, o en volumenes mas pequenos, o sin cambiar el 
agua no serviria, ya que una pequena proportion de nucleotidos podria quedar en el 
suero, con lo que la selection con MTX no funcionaria. Dializar por periodos mas 
largos tampoco serviria ya que algunas proteinas, necesarias para el crecimiento de las 
celulas podrian precipitar y perderse. 



G. Aislamiento de Hneas de produccion masiva 



Los clones que crecieron en 10' 7 My 10* M de MTX fueron aislados, amplificados en medio 
fresco alfa-MEM sin nucleosidos suplementado con 1 0 % de suero fetal bovino dializado. Una 
vez crecidos se ensayo el sobrenadante de cultivo para medir la produccion y secrecion de 
EPO. Para ello, se uso un inmunoensayo especifico. 

El proceso descripto anteriormente concluyo con la seleccion de un clon de celulas 
recombinantes que producia 50.000 ug de eritropoyetina/litro de medio de cultivo/dia. 
Para comprobar que no existiesen errores en la secuencia del gen utilizado o en su 
transcripcion, se controlaron los transcriptos celulares especificos de EPO como se describe 
enH. 

Para estudiar la calidad de la proteina obtenida se procedio como se describe en I. 

H) Verificacion de la secuencia del ARNmensajero especifico producido por las celulas 
recombinantes. 

1. Preparacion de ARN de celulas 

Se preparo ARN total a partir de una de las Hneas productoras segun el siguierite protocolo: 
'. - Se layo 2 veces con 10 ml de PBS una caja de Petri de 90 mm de diametro con 



celulas confluentes. 



- Se agregaron 2 ml de buffer GTC, distribuyendolo por toda la placa. 

Composicion buffer GTC 

50 gr de tiocianato de guanidinio 

0,5 gr de N-Lauroilsarcosina 

2,5 ml de citrato de sodio 1 M pH 7 

0,7 ml de p-mercaptoetanol 

0,33 ml de 30 % antiespuma (SIGMA) 

H 2 Oc.s.p. 100 ml, pH 7.0 

Las celulas se lisaron y quedo una solucion altamente viscosa. Se transfirio la solucion 
a un tubo de 1 5 ml, y se repitio la operacion con otros 2 ml de buffer GTC. 

- Se agito el tubo energicamente, durante 1 minuto, para romper el ADN. Se realizo 
un fraccionamiento en gradiente de cloruro de cesio. Para ello, se coloco en un tubo 
de ultracentrifuga, 4 ml de solucion de CsCl (95,97 gr CsCl y 2,5 ml de Na Acetato 
1 M pH 5,4 llevado todo a 100 ml con H 2 0). Sobre este y sin mezclar, se agrego la 
suspension de las celulas en GTC, llenando el tubo con buffer GTC y 
ultracentrifugando a 20 °C, 20 horas a 3 1000 rpm. 

- En estas condiciones, el AKN quedo en el fondo del tubo {pellet) y el ADN formo 



una banda que quedo a mitad del gradiente de cloruro de cesio. 

- Se descarto el sobrenadante ? cuidando de eliminar todo el ADN y dejando secar el 
ARN, en el pellet ; por 5 minutos. 

- Se disolvio el pellet en 200 ^1 de H : 0 y se transfirio a un tubo de 1,5 ml. 

- Se agregaron 200 \x\ de 0,4 M Na Acetato pH 4,8 y dos volumenes de etanol, 
mezclando bien y dejando 30 minutos a -80 °C. 

- Se centrifugo en microcentrifuga a 14000 rpm por 15 minutos, descartando el 
sobrenadante y enjuagando el precipitado con 1 ml de etanol 80 %. 

- Se seco y redisolvio el pellet en 1 00 \x\ de H 2 0. 

- Se midio la concentracion de una dilucion 1:100 de la solucion de ARN; a 260 nm 
(una unidad de densidad optica equivale a 40 ng de ARN). 

Nota : Todas las soluciones y elementos utilizados estuvieron libres de 
ARNasa. 



2. Pireparacion de ADNc especifico 



Se prepare el ADNc especifico con un kit para tal fin (cDNA Synthesis System Plus, 
Amersham - cat. RPN 1256) siguiendo sus instrucciones y usando el oligonucleotide) 
EPO 2 como primer especifico. 

3. Clonado del ADNc codificante para EPO 

Se amplified 1/20 del ADNc obtenido, usando 400 ng de cada uno de los 
oligonucleotides EPO 2 y EPO 3 y 2,5 mM de cada deoxinucleotido, en el buffer 
adecuado y con 2,5 Unidades de Taq ADN polimerasa, en 100 ul totales. 

Se llevaron a cabo 35 ciclos de amplification de: 1 minuto a 93 °C, 1 minuto a 55 °C 
y 1 minuto a 72 °C. 

EPO 3 fue sintetizado como ya fue descrito para EPO 1 y EPO 2, y su 
secuencia (5' GAATTCCATGGGGGTGCACGAATGTCC 3') corresponde 
a las primeras 20 bases codificantes del ADNc de EPO, con el agregado de un 
sitio de reconocimiento para la enzima Eco RI, para facilitar las 
manipulaciones geneticas posteriores. 

Se obtuvo un fragmento de aproximadamente 600 pares de bases, que fue clonado en 
vectores M13mpl8 y M13mpl9. 



6 la presencia del inserto en los clones con cortes de restriction y se secuencio 



ambas direcciones para conocer la secuencia completa, usando el metodo de 



en 
Sanger 



Dada la altisima autocomplementaridad que poseen regiones del gen, lo que provoca 
la aparicion de muchas y muy ambiguas compresiones en la radioautografia, fue 
necesario utilizar un kit de secuencia que utiliza Taq ADN polimerasa y bases 
modificadas, con lo que se obtienen resultados de menor calidad pero que eliminan las 
compresiones. El kit empleado fue el Gene aTaq de Pharmacia-LKB Biotechnology. 

La secuenciacion completa de bases del ADN copia de la eritropoyetina humana 
aislado y clonado mostro que codifica para EPO, por lo que no hay errores en el gen 
o en su transcription. 



I) Estudio de la EPO producida 

La EPO obtenida cultivando las celulas del presente ejemplo fue llevada a pureza y 
luego sometida a diferentes estudios de calidad e identificatorios: 

1. En un gel desnaturalizante SDS-PAGE corrio como una banda ancha de alrededor 
de 30 kDa de peso molecular. 

2: Esa banda fue reconocida por un anticuerpo monoclonal asi como por un anticuerpo 
policlonal contra Epo humana en un ensayo "Western blot". 



3. El tratamiento con glicanasas probo la existencia de las cadenas glicosidicas en 
cantidad y peso molecular acorde a lo esperado. 

4. La EPO producida mostro estar compuesta por una serie de especies de punto 
isoelectrico comprendido entre 3.0 y 4.5 

5. La secuenciacion completa de aminoacidos de la proteina aislada y purificada a 
partir del sobrenadante de cultivo de las lineas celulares transfectadas mostro total 
homologia con la eritropoyetina humana natural que posee la siguiente secuencia de 
165 aminoacidos. 

- Ala Pro Pro Arg Leu He Cys Asp Ser Arg Val Leu 
Glu Arg Tyr Leu Leu Glu Ala Lys Glu Ala Glu dm 
He Thr Thr Gly Cys Ala Glu Hys Cys Ser Leu Asn 
Glu dm He Thr Val Pro Asp Thr Lys Val Asn Phe 
' Tyr Ala Tip Lys Arg Met Glu Val Gly Gin ' Gin Ala 



Val Glu Val Trp Gin Gly Leu Ala Leu Leu Ser Glu 



Ala Val Leu Arg Gly Gin Ala Leu Leu 



Val Am Ser 



Ser Gin Pro Trp Glu Pro Leu Gin Leu Hys Val Asp 



Lys Ala Val Ser Gly Leu Arg Ser Leu Thr Thr Leu 



Leu Arg Ala Leu Gly Ala Gin Lys Glu Ala He Ser 



Pro Pro Asp Ala Ala Ser Ala Ala Pro Leu Arg Thr 



He Thr Ala Asp Thr Phe Arg Lys Leu Phe Arg Val 



Tyr Ser Asn Phe Leu Arg Gly Lys Leu Lys Leu Tyr 



Thr Gly Glu Ala Cys Arg Thr Gly Asp — COOH 



X sitios de glicosilacion 

6. La presencia de los cuatro sitios de glicosilacion sobre la cadena de 165 aminoacidos 
: asi como la estructura de hidratos de carbono, fundamentalmente los residuos de acido 
sialico terminates, fueron demostrados conjuntamente con su correcta actividad biologica 
in vivo, en el modelo de ensayo del raton policitemico ex-hipoxico, exhibiendo total 
paralelismo frente al estandar internacional correspondiente. 



La productividad alcanzada medida por un inmunoensayo especifico fue de 50 mg/litro 
de cultivo/dia 



REIVINDTCArTOTNreg 



Habiendo descripto y ejemplificado la naturaleza y objeto principal de la presente 
invencion, asi como tambien la manera en que la misma se puede llevar a la practica. Se 
declara reivindicar como de propiedad y de derechos exclusivos: • 

1) CONSTRUCCIONES GENETICAS, METODOS DE CLONADO DEL GEN 
CODIFICANTE PARA ERITRGPOYETINA HUMANA RECOMBINANTE, 
SELECCION DE LINEAS CELULARES PRODUCTORAS Y CULTIVO DE 
CELULAS PARA LA PRODUCCION MASIVA DE ERITROPOYETINA HUMANA 
RECOMBINANTE caracterizadas porque: a) las construcciones geneticas utilizan solo 
la parte codificante del gen humano de EPO, sin la inclusion de elementos geneticos 
homologos ubicados a 5' del primer codon ATG traducido b) las construcciones geneticas 
poseen, como sistemas de control de la expresion, promotores y terminadores virales, c) 
el metodo de clonado del gen codificante utiliza directamente ADN genomico, d) las 
hneas celulares se seleccionan utilizando un doble sistema, I) resistencia a geneticina y II) 
resistencia a cantidades crecientes de Metotrexato y, e) la productividad de EPO de las 
celulas seleccionadas es mayor a 50 mg/litro de medio de cultivo/dia. 

La secuencia utilizada es: 

^/c^^algggggtgcacggtgagtactcgcgggctgggcgctcccgccgcccgggtccctgtttgagcggg 
gatttagcgccccggctattggccaggaggtggctgggttcaaggaccggcgacttgtcaaggaccccggaagggggagg 



ggggtggggcagcctccacgtgccagcggggacttgggggagtccttggggatggcaaaa acctgacctgtgaaggggac 

acagmgggggttgaggggaagaaggmgggggttctgctgtgccagtggagaggaagctgataagctgataacctgg^ 

cgctggagccaccacttatctgccagaggggaagcctctgtcacaccaggattgaagtttggccggagaagtggatgctggt 

agctgggggtggggtgtgcacacggcagcaggattgaatgaaggccagggaggcagcacctgagtgcttgcatggttgg 

ggacaggaaggacgagctggggcagagacgtggggatgaaggaagctgtccttccacagccacccttctccctccccgcc 

tgactctcagcctggctatctgttctagaatgtcctgcctggctgtggcttctcctgtccctgctgtcgctccctctg 

gtcctgggcgccccaccacgcctcatctgtgacagccgagtcctggagaggtacctcttggaggccaaggaggccgagaa 

tatcacggtgagaccccttccccagcacattccacagaactcacgctcagggcttcagggaactcctcccagatccaggaac 

ctggcacttggtttggggtggagttgggaagctagacactgcccccctacataagaataagtctggtggccccaaaccatacc 

tggaaactaggcaaggagcaaagccagcagatcctacggcctgtgggccagggccagagccttcagggacccttgactcc 

ccgggctgtgtgcatttcagacgggctgtgctgaacactgcagcttgaatgagaatatcactgtcccagacaccaaagttaatt 

tctatgcctggaagaggatggaggtgagttccUULLUUULUcctttcttttggagaatctcatttgcgagcctgat 

tttggatgaaagggagaatgatcgggggaaaggtaaaatggagcagcagagatgaggctgcctgggcgcagaggctcac 

gtctataatcccaggctgagatggccgagatgggagaattgcttgagccctggagtttcagaccaacctaggcagcatagtg 

agatcccccatctctacaaacatttaaaaaaattagtcaggtgaagtggtgcatggtggtagtcccagatamggaaggctga 

ggcgggaggatcgcttgagcccaggaatttgaggctgcagtgagctgtgatcacaccactgcactccagcctcagtgacag 

agtgaggccctgtctcaaaaaagaaaagaaaaaagaaaaataatgagggctgtatggaatacattcattattcattcactcact 

cactcactcattcattcattcattcattcaacaagtcttattgcataccttctgtttgctcagcttggtgcttggggctgctgagggg 

caggagggagagggtgacatgggtcagctgactcccagagtccactccctgtaggtcgggcagcaggccgtagaagtctg 

gcagggcctggccctgctgtcggaagctgtcctgcggggccaggccctgttggtcaactcttcccagccgtgggagcccct 

gcagctgcatgtggataaagccgtcagtggccttcgcagcctcaccactctgcttcgggctctgggagcccaggtgagtagg 

agcggacacttctgcttgccctttctgtaagaaggggagaagggtcttgctaaggagtacaggaactgtccgtattccnccctt 

tctgtggcactgcagcgacctcctgttttctccttggcagaaggaagccatctcccctccagatgcggcctcag 



ctgctccactccgaacaatcactgctgacactttccgcaaactcttccgagtctactccaatttcctccggggaaagctgaagct 
gtacacaggggaggcctgcaggacaggggacagatgaccaggtgtgtccflfl^c// 

El primer codon traducido atg, asi como el codon de "stop" tga estan subrayados. 

Las secuencias de sitios de restriction usados en los clonados se marcaron con letra negrita 

cursiva. 

2) CONSTRUCCIONES GENETICAS. segun la reivindicacion 1 , caracterizadas porque 
los sistemas geneticos de expresion consisten de dos vectores que poseen como elementos 
de control de la expresion solo el promotor temprano de virus S V40 y su terminador, y que 
permiten llegar a producir cantidades sorprendentemente altas de EPO, mayores que 50 
mg/litro de medio de cultivo/dia, en celulas CHO cotransfectadas establemente con estos 
vectores y seleccionadas por su resistencia a cantidades crecientes de MTX. 

3) CONSTRUCCIONES GENETICAS, segun la reivindicacion 1, caracterizadas porque 
la EPO obtenida consiste.de 165 aminoacidos segun la siguiente secuencia: 

Ala Pro Pro Arg Leu He Cys Asp Ser Arg Val Leu 

Glu Arg Tyr Leu Leu Glu Ala Lys Glu Ala Glu Asn 

He Thr Thr Gly Cys Ala Glu Hys Cys Ser Leu Asn 



Glu Asn He Thr 



Tyr Ala Tip Lys 



Val Glu Val Trp 



Ala Val Leu Arg 



Ser Gin Pro Trp 



Lys Ala Val Ser 



Leu Arg Ala Leu 



Pro Pro Asp Ala 



He Thr Ala Asp 



Tyr Ser Asn Phe 



Thr Gly Glu Ala 



X sitios de glicosilacion 



Val Pro Asp Thr 



Arg Met Glu Val 



Gin Gly Leu Ala 



Gly Gin Ala Leu 



Glu Pro Leu Gin 



Gly Leu Arg Ser 



Gly Ala Gin Lys 



Ala Ser Ala Ala 



Thr Phe Arg Lys 



Leu Arg Gly Lys 



Cys Arg Thr Gly 



Lys Val Asn Phe 



Gly Gin Gin Ala 



Leu Leu Ser Glu 



Leu Val Asn Ser 



Leu Hys Val Asp 



Leu Thr Thr Leu 



Glu Ala He Ser 



Pro Leu Arg Thr 



Leu Phe Arg Val 



Leu Lys Leu Tyr 



Asp — COOH 




RESUMEN 



El gen codificante para eritropoyetina humana (EPO) se obtuvo a partir de ADN genomico 
humano. Este gen no incluye elementos geneticos homologos ubicados a 5' del primer 
codon ATG traducido. Se clono en un vector de expresion para celulas eucarioticas. Se 
cotransfectaron celulas de ovario de hamster (CHO) con este vector y otro plasmido de 
expresion para dehidrofolatoreductasa (DHFR). Ambos plasmidos tienen como unicos 
elementos de control de la expresion al promotor temprano de virus SV40 y su senal de 
poliadenilacion. Este sistema permite efectuar una doble seleccion de las celulas 
recombinantes, ya que confieren resistencia a geneticina y a metotrexate (MTX). Una vez 
efectuada la seleccion se efectuo la amplificacion genetica con MTX . Con un 
inmunoensayo especifico para EPO se efectuo el testeo de la capacidad productiva de las 
celulas recombinantes elegidas. 
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